





































Xanthomonas  is a genus  in  the gamma subdivision of  the Proteobacteria  that contains a  large 
number of plant pathogens. Members of the genus cause disease on at least 124 monocots and 268 





pathogens  with  a  reduced  genome  [3].  This  bacterial  pathogen  induces  various  leaf  and  stalk 
symptoms during disease progress  [2]. In  the  initial phase of  the disease, X. albilineans causes the 
appearance of white, narrow, sharply defined leaf stripes which is followed by necrosis and wilting 
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(MLSA)  [10,11]. However, our previous studies showed  that  the genetic diversity of X. albilineans 
from China is very low. MLSA analysis of 14 strains from this country revealed that they belong to 
the  PFGE  group  B,  based  on  five  housekeeping  genes  [12,13].  With  the  advent  of  sequencing 
technologies,  genome  sequence data  can help  to  resolve  the phylogeny  among  the  strains  of X. 
albilineans by considering mutation and recombination at the whole‐genome level [14]. 
The complete genome sequence has been determined for several Xanthomonas species, making 
these  bacteria  attractive  models  to  study  plant‐pathogen  interactions  at  the  molecular  level. 





is  phylogenetically  close  to  Xylella  fastidiosa,  another  xylem‐invading  pathogen  with  a  reduced 
genome and that  is also missing an hrp T3SS  [15,16]. Phylogenetic analyses with rRNA sequences 
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2.2. Genome Sequencing and Assembly 

















were predicted by BLAST  against  the Rfam database  [26,27],  and  confirmed using  the  cmsearch 
program  (version  1.1rc4) with  default  parameters.  Gene  annotations were  determined with  the 
BLASTP program (E‐value < 1 ×10−5, identity ≥ 40%, coverage ≥ 40%) and six databases including GO 
(gene ontology)  [28], KEGG (Kyoto encyclopedia of genes and genomes) [29,30], COG (clusters of 
orthologous  groups)  [31],  NR  (non‐redundant  protein  databases)  [32],  TCDB  (transporter 
classification database) [33], and Swiss‐Prot [34]. Genome overview was created by Circos to show 
the annotation information [35]. 
The  secretory  proteins  were  predicted  with  SignalP  (version  4.1, 
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP‐4.1/)  [36]  and  TMHMM  (Version  2.0c, 
http://www.mybiosoftware.com/tmhmm‐2‐0c‐prediction‐transmembrane‐helices‐proteins.html). 
Since X. albilineans is a bacterial pathogen, pathogenicity and drug resistance data were also retrieved 
from  the pathogen–host  interactions database  (PHI‐base)  [37],  the virulence  factors of pathogenic 
bacteria  database  (VFDB)  [38],  and  the  antibiotic  resistance  genes  database  (ARDB)  [39]. 
Carbohydrate‐active enzymes were predicted using the carbohydrate‐active enzymes database [40]. 




pseudalbilineans  (used as outgroup) were  retrieved  from NCBI  (Table S1). The average nucleotide 
identities of these 16 strains and strain Xa‐FJ1 sequenced in this study were calculated by pairwise 
genome  comparison based on BLAST+ with  JSpeciesWS  (http://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/) 
[42,43]. Core genes and specific genes of the 16 strains of X. albilineans were analyzed using the CD‐
HIT rapid clustering of similar proteins software with a threshold of 50% pairwise identity, and 0.7 
length  difference  cut  off  of  amino  acids  [32,44,45].  Gene  sequences  were  aligned  pairwise  and 
sequence redundancies were removed using the BLAST option of the solar software [46]. The gene 
family  clustering  was  based  on  the  alignment  results  using  Hcluster‐sg  software 










inversion and  trans +  inverse relationships  in  the comparison blocks were  identified according  to 



























Gene  annotation was  performed with  11  different  databases  (Table  S3). Genes  involved  in 
metabolism pathways were significantly enriched based on GO, KEGG, and COG databases. Among 
the 24 subcategories of biological processes of the GO database, the largest category of Xa‐FJ1 was 




A  total of 279 putative virulence‐associated  factors were  identified based on  the VFDB database, 
including 53 flagella‐related genes, 27 genes related to type IV pili, and 35 genes related to different 
secretion systems (Table S4). 
Genes  potentially  involved  in  pathogenicity  of  Xa‐FJ1 were  also  identified  by  blasting  the 
pathogen–host interactions database (PHI‐base) (Figure 1 and Table S3). Among the 179 genes with 
homologous  sequences  in  the  PHI‐base,  23  shared  homologs  with  infection‐related  genes  in 
pathogenic fungi such as Magnaporthe oryzae. Eighty‐one and 75 genes were homologous to virulence 
factors characterized in bacteria pathogenic to animals and plants, respectively. Fifty three of the 75 
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bacterial  virulence  factors  with  hit  in  Xa‐FJ1  were  from  Xanthomonas  spp.  Six  Xa‐FJ1  genes, 
homologous  to  sequences  essential  for  full  virulence  in  plant  pathogenic  bacteria,  were 










system.  The  retrieved  genes  of  Xa‐FJ1  also  contained  three  copies  of  raxR  (XaFJ1_GM000629, 
XaFJ1_GM000871, XaFJ1_GM002789) and one raxH ortholog  (XaFJ1_GM000872), which  form  two‐
component regulatory systems. XaFJ1_GM000222 and XaFJ1_GM000223 were related to the operon 
phoP/phoQ of X. oryzae, which is involved in reduction and increase of virulence. XaFJ1_GM002301 






Average  nucleotide  identity  (ANI)  analysis  was  conducted  with  the  full‐length  genome 
sequence of Xa‐FJ1 and 15 other strains of X. albilineans and one strain of X. pseudalbilineans (GPE 39) 
(Figure 2 and Table S1). ANI varied  from 97.84–99.98%% among  the 16 worldwide  strains of X. 
albilineans. These strains shared 89.54–89.91% ANI with strain GPE 39 of X. pseudalbilineans. Strain 




















respectively.  *  The  last  bacterial  strain  (GPE  39)  does  not  belong  to  X.  albilineans  but  to  X. 
pseudalbilineans and was used as an outgroup. 
 
Figure  3.  Neighbor‐joining  phylogenetic  tree  of X.  albilineans  constructed with  the  core‐genome 
sequence of  16  strains of X.  albilineans using TreeBesT  software. Bootstrap values  based on  1000 
replications are indicated at branches. Scale bar units are in number of substitutions per nucleotide. 
  




















first  three circles show protein coding sequences  (CDSs) conserved  in Xa‐FJ1, and  the  inner  three 
circles  show CDSs  conserved  in GPE PC73. The  grey  lines between  the predicted CDSs  indicate 
consistent alignment. 
Microorganisms 2020, 8, 182  8  of  16 
 
Table 2. Chromosomal structural variation between X. albilineans strains Xa‐FJ1 from China and GPE PC73 from Guadeloupe (See also Figure 4). 
Region  Xa‐FJ1  GPE PC73  Variation Type   (Reference = Xa‐FJ1) 
Fragment Length (nt) 
Predicted cause of Variation  Affected Gene(s) 
Begins  Ends  Begins  Ends  Xa‐FJ1  GPE PC73 
R1  219,400  219,400  219,691  271,791  Insertion  0  52,101  Prophage integration  XALc_0171‐XALc_0242   
(72 specific genes in GPE PC73) 
R2  679,518  681,202  731,933  731,933  Deletion  1685  0  Recombination/assembly defect  XaFJ1_GM000644; XaFJ1_GM000645; 
XaFJ1_GM000646 
R3  1,165,743  1,168,928  1,216,465  1,216,465  Deletion  3186  0  Recombination/assembly defect  XaFJ1_GM001035; XALc_1056 
R4  1,727,177  1,727,177  1,774,582  1,780,815  Insertion  0  6234  Recombination/assembly defect  XaFJ1_GM001510; XALc_1529 




R6  1,736,873  1,741,929  1,791,101  1,795,842  Complex Indel  5057  4742  Prophage integration 
R7  1,742,065  1,742,065  1,795,979  1,796,122  Insertion  0  144  Prophage integration 
R8  1,742,742  1,742,742  1,796,839  1,797,116  Insertion  0  278  Prophage integration 
R9  1,778,246  1,784,662  1,832,620  1,832,620  Deletion  6417  0  Recombination/assembly defect  XaFJ1_GM001532; XALc_1551 
R10  2,484,556  2,484,556  2,532,506  2,535,350  Insertion  0  2845  Recombination/assembly defect  XaFJ1_GM002152; XALc_2151; 
XALc_2152 
R11  26,75,326  2,679,992  2,726,120  2,726,120  Deletion  4667  0  Transposable elements  XaFJ1_GM002293; XaFJ1_GM002292; 
XaFJ1_GM002291; XALc_2290 
R12  3,041,680  3,041,680  3,087,815  3,088,684  Insertion  0  870  Transposable elements  XALc_2603; XALc_2604 
R13  3,377,378  3,377,378  3,424,367  3,424,696  Insertion  0  330  CRISPR‐Cas    Intergenic region which contains 
clustered regulatory interspaced short 
palindromic repeats 
R14  3,377,647  3,377,713  3,424,965  3,424,965  Deletion  67  0  CRISPR‐Cas 
R15  3,377,912  3,377,912  3,425,163  3,425,227  Insertion  0  65  CRISPR‐Cas 
R16  3,460,518  3,463,513  3,507,852  3,507,852  Deletion  2996  0  Transposable elements  XaFJ1_GM002988; XaFJ1_GM002989; 
XaFJ1_GM002990; XALc_2969 





contrast,  no  homologous  sequence  was  found  on  either  side  of  insertion  fragment  R12  at  loci 
XALc_2603 and XALc_2604 of strain GPE PC73, although these two genes were also associated to 






















translucens.  Thus,  these  genes  might  be  acquired  as  prophage.  The  last  specific  gene 

















insertion  region of 52 kb  (R1, Figure 4)  that contained 72 genes  specific  to GPE PC73  (Table S5). 
Among  these,  53  genes  had  no  predicted  function  and  were  considered  hypothetical  proteins 
(including one hypothetical secreted protein). Fifteen genes were annotated as hypothetical phage‐
related proteins,  including XALc_0206  (hypothetical phage  terminase  large  subunit protein)  and 
XALc_0242 (putative phage integrase protein). The other four genes in the R1 region were predicted 
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to  be  two  putative  N6  adenine‐specific  DNA  methyltransferase  proteins  (XALc_0178  and 
XALc_0231),  one  putative  DNA  (cytosine‐5‐)‐methyltransferase  protein  (XALc_0203),  and  one 
hypothetical DNA methyltransferase protein (XALc_0202). The 10 specific genes in the plasticity zone 
of GPE PC73 (R5‐R8) included genes predicted to code for three hypothetical phage‐related proteins 













stabilization  system  proteins  (XALp_3179,  XALp_3197,  and  XALr_3241)  and  the  trans‐acting 
replication  initiator  TrfA  protein  (XALr_3265).  XALp_3176  of  PlasmI  has  been  annotated  as  a 
probable fic‐family protein involved in adenylation of Rho‐family GTPases. In PlasmIII, XALr_3238 
is predicted to be a zinc metalloproteinase with a sprT domain that is a regulator of the bolA gene 
during  the  stationary  phase.  PlasmIII  also  harbors  three  genes  (XALr_3245,  XALr_3246,  and 
XALr_3266) that putatively code for transcription regulator proteins. 
4. Discussion 
In  recent years,  leaf  scald of  sugarcane has been  reported with  increasing  frequency  in  five 
sugarcane‐growing regions of China by PCR‐based detection [12,17,18]. Very low genetic diversity 






China had been  reported until now. Third‐generation  sequencing  technology  such as  the PacBio 
system can help to resolve most of the assembly problems by providing long reads, low degree of 





The  annotations performed with  the GO, KEGG  and COG databases  indicated  that  a wide 
variety of metabolic  related proteins were encoded by X. albilineans strain Xa‐FJ1. These proteins 
included  putative  pectinesterase  (XaFJ1_GM001902),  cellulase  (XaFJ1_GM000462)  and  xylose 
isomerase (XaFJ1_GM000104), and they were expected to be involved in active metabolic pathways 
for specific adaptation of this pathogen to the nutrient‐poor xylem vessels. Among the 279 genes with 
homologous  sequences  in  the  VFDB  database  (Table  S4),  8  genes  have  been  shown  to  affect 
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or  loss of pathogenicity  and  5 genes were  annotated  as  effectors,  including Ax21. As  a quorum 
sensing signal molecule in X. oryzae, Ax21 regulates cell density‐dependent expression of up to 489 
genes  [53]. Thirteen genes  involving  four operons  (raxSTAB, raxPQ, raxRH and phoPQ) were also 
identified  in  PHI‐base,  and  these  genes were  associated with  the  activity  of Ax21  in X.  oryzae. 
Knockout mutants  of  these  genes  increased  virulence  (hypervirulence)  to  rice,  except  for  phoP. 
Mutants of raxST, raxA, raxB or raxC from X. oryzae can evade XA21‐mediated immunity to different 
degrees and induce disease lesions on rice expressing the XA21 receptor [54]. Both raxH/raxR and 
phoP/phoQ  serve  as  two‐component  regulatory  systems  which  may  sense  Ax21  and  activate 




Based  on  complete  sequence  analysis,  strain Xa‐FJ1  from China  shared high ANI with  five 
strains of X. albilineans from the French West Indies (including GPE PC73 from Guadeloupe) and the 




the  occurrence  of X.  albilineans  in mainland China  is  linked  to  former  frequent  introductions  of 
sugarcane germplasm and cultivars from Taiwan and foreign countries such as the USA, India, and 
Australia. These introductions occurred in order to enhance the local genetic diversity of parental 







involved  in variations of  the virulence of X.  albilineans. Additional virulence data  are needed  to 
further investigate the pathogenicity of X. albilineans and its relationship with adaption and evolution 
of this pathogen. 




both  bacterial  strains,  and  homologous  recombination  may  have  occurred  during  chromosome 












predicted  to encode  the Zot protein  (PD0928), which plays a role  in pathogenicity of X.  fastidiosa, 
suggesting a selective advantage for strain Xa‐FJ1 from China [60]. These proteins may contribute to 
variation in virulence of X. albilineans or adaptation to certain sugarcane cultivars. 





on other virulence  factors or  secretory  systems  [11]. Furthermore, X.  albilineans possesses a T3SS 
system  of  the  SPI‐1  (for  Salmonella  Pathogenicity  Island‐1)  injectisome  family,  which  strongly 
suggests that this bacterial species also interacts with an unknown insect [15,61]. Zot protein acts like 
a physiological modulator  that  is used by animal pathogens,  such as Vibrio  cholerae and Neisseria 
meningitidis,  to  induce  a  reversible  opening  of  tight  junctions  between  cells  and  to  increase  the 
paracellular permeability in a non‐toxic manner [62]. Presence of this gene is further evidence of a 
possible association of X. albilineans with an animal host that remains to be identified. 
Transposable  elements  can  also promote genome plasticity  in bacterial genomes  [63]. Three 
regions (R11, R12 and R16) of the X. albilineans genome contained transposases that were different 
between Xa‐FJ1 and GPE PC73. The two strains also differed by their CRISPR‐Cas signatures. The 
CRISPR‐Cas  system  is  a prokaryotic  immune  system  among  bacteria  and  archaea  that provides 
resistance to foreign genetic elements [64]. Although strains Xa‐FJ1 and GPE PC73 showed high ANI, 




[65].  Although  strains  Xa‐FJ1  from  China,  and  GPE  PC73  from  Guadeloupe  had  the  closest 
evolutionary  relationship,  PlasmI  and  PlasmIII  from  GPE  PC73  were  absent  in  Xa‐FJ1,  thus 
suggesting that these DNA elements are not critical for basic virulence of the leaf scald pathogen, but 
might be essential  for adaptation of X. albilineans  to certain environments. The Fic  (filamentation 
induced  by  cyclic AMP)  domains  are  conserved  from  bacteria  to  humans.  Fic  domain  proteins 
catalyze  the  addition  of AMP,  or  ‘adenylylation’,  of  target  host  proteins  [66].  For  example,  the 
secreted antigen IbpA from Histophilus somni causes collapse of the host‐cell actin cytoskeleton by 
AMPylation to modify the three mammalian Rho family GTPases [67]. It remains to be determined 
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